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Abstrakt 
 
Práca sa zaoberala elektrochemickým chovaním flutamidu na tlačených uhlíkových 
elektródach (SPCE) s cieľom optimalizácie podmienok pre praktické použitie v in situ 
analýzach. Ako prvé bola spektrometricky overená stálosť zásobného roztoku, ktorá sa 
potvrdila. Bolo preštudované voltametrické chovanie flutamidu pomocou DC voltametrie 
(DCV) a diferenčnej pulznej voltametrie (DPV) na SPCE v závislosti na pH prostredia, dobe 
miešania a koncentrácii flutamidu v analyzovanom roztoku. V celom rozsahu pH poskytoval 
flutamid jeden dobre vyvinutý voltametrický pík. Ukázalo sa, že doba miešania roztoku má 
pri všetkých pH zásadný vplyv na výsledok merania. Čím dlhšie sa s roztokom miešalo pred 
samotným meraním, tým vyšší bol pík flutamidu. Preto v ďalších meraniach bola dodržiavaná 
presne stanovená doba miešania medzi každým meraním. Optimálne prostredie pre 
voltametrické stanovenie flutamidu bolo zvolené Brittonov–Robinsonov tlmivý roztok o pH 
7,0 – metanol (9:1) pre DCV i DPV na SPCE. Koncentračné závislosti mali pre obe dve 
metódy lineárny charakter pre koncentrácie 1·10-6 - 1·10-4 mol·dm-3 a boli vyhodnotiteľné, no 
nie spoľahlivé až do koncentrácií 1·10-7 mol·dm-3; dosiahnutá medza stanoviteľnosti bola 
6·10-7 mol·dm-3 pre DCV na SPCE a 8·10-7 mol·dm-3 pre DPV na SPCE. Prebehlo samotné 
stanovenie flutamidu v tablete liečiva APO-Flutamide kde sa zistilo, že oproti 
spektrometrickému stanoveniu sú obe metódy, vzhľadom na nutnosť pravidelného miešania, 
predkalibrácie a odstránenie kyslíku z roztoku nepraktickejšie. Predpokladaná príčina 
nepresností je tendencia flutamidu adsorbovať sa na povrch SPCE. Pretože adsorbovanie 
prebieha aj bez miešania, je veľmi ťažké uviesť povrch elektródy pred každým meraním do 
rovnakého stavu. 
 
 
Abstract 
 
The paper deals with the electrochemical behaviour of flutamide at screen-printed 
carbon electrodes (SPCE) with the aim of optimizing conditions for their practical use in the 
in situ analyses. A stability of stock solution was verified and confirmed primarily. Then, an 
influence of pH, stirring time and flutamide concentration in the analyzed solution on the 
voltammetric behavior of flutamide were systematically studied using DC voltammetry and 
differential pulse voltammetry at SPCE. One well-developed voltammetric peak of flutamide 
was detected in the whole pH region investigated. The time of stirring appears to be of crucial 
importance for the result of measurements at all pHs. The longer time of stirring of the 
solution prior to measurements, the higher is the flutamide peak. Therefore, the time of 
stirring was set constant for the rest of measurements. The optimum conditions for 
voltammetric determination have been found in Britton–Robinson buffer pH 7.0 – methanol 
(9:1) for both DCV and DPV at SPCE. Concentration dependences were found to be linear for 
the range 1·10-6 - 1·10-4 mol·dm-3 and evaluable (but not reliable) up to 1·10-7 mol·dm-3. 
Reached limits of quantification were 6·10-7 mol·dm-3 for DCV at SPCE and 8·10-7 mol·dm-3 
for DPV at SPCE. The determination of flutamide in pharmaceutical tablets of APO-
Flutamide revealed that, due the necessity of stirring, precalibration and oxygen removal, both 
the tested analytical methods are less suitable than the spectrometric one. The tendency of 
flutamide to adsorb on the surface of SPCE electrode seems to be at origin of the analytical 
imprecission. Because the adsorption of flutamide on the surface of printed electrodes is 
expected to be enhanced by stirring (and yet occurs without it), it is difficult to keep the 
adsorbed amount at minimum. 
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Zoznam použitých skratiek 
 
BR pufer Brittonov – Robinsonov tlmivý roztok 
c molárna koncentrácia [mol·dm-3] 
cvýr koncentrácia vypočítaná podľa údajov výrobcu 
cstan koncentrácia odčítaná z kalibračných priamok 
DCV DC voltametria (direct current voltametry) 
DHT dihydrotestosterón 
DPV diferenčná pulzná voltametria (differential pulse voltametry) 
Ep potenciál v maxime píku [V] 
FLD flutamid 
Im prúd v maxime píku [µA] (výška píku) 
LQ medza stanoviteľnosti [mol·dm-3] 
M molárna koncentrácia [mol·dm-3] 
muved uvedená hmotnosť flutamidu v tablete, podľa výrobcu [mg] 
mstan stanovená hmotnosť flutamidu v tablete 
SPCE tlačená uhlíková elektróda (screen printed carbon electrode) 
λ vlnová dĺžka [nm] 
ρ hustota [g·cm-3] 
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1. Úvod 
 
1.1 Cieľ práce 
 
Jednou z najväčších výziev analytického chemika je vývoj metódy, ktorá by dokázala 
zvládnuť zvyšujúce sa požiadavky na in situ analýzy. Tieto metódy by mali byť rýchle, 
spoľahlivé a presné. Tieto požiadavky splňujú napríklad elektrochemické metódy. Táto práca 
sa zaoberá štúdiom elektrochemického chovania liečiva flutamidu (FLD, 4-nitro-3-
tifluoromethyl-isobutylanilid). Jej cieľom bolo vyvinúť alternatívnu metódu jeho stanovenia 
a to voltametrickou analýzou na tlačených uhlíkových elektródach (SPCE). Zároveň sa práca 
zameriava na optimalizáciu podmienok stanovovania liečiva touto metódou.  
Kľúčový parameter, ktorý bol vyšetrovaný ako prvý pre použiteľnosť navrhovanej 
metódy, bola stabilita signálu. Tá, ako sa zistilo neskôr, závisela na dobe a intenzite miešania 
vzorky pred samotným meraním. 
 
 
1.2 Študovaná látka 
 
1.2.1 Fyzikálno-chemické vlastnosti 
 
        Flutamid (FLD; obr. 1, tabuľka 1) je v čistej forme kryštalická látka bez zápachu. 
Ľahko rozpustná v organických rozpúšťadlách. Vo vode rozpustná iba v malých 
koncentráciách [1]. 
 
 
 
 
Obr. 1 Štruktúrny vzorec FLD 
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Tab. 1 Fyzikálno-chemické vlastnosti Flutamidu [2] 
 
C. A. S. Name Flutamid 
C. A. S. Registry number 13311-84-7 
Sumárny vzorec C11H11F3N2O3 
Molekulová hmotnosť 276,214 gmol-1 
Rozpustnosť vo vode 7,210-3 gdm-3 
Teplota topenia 112 C 
Teplota vznietenia 195,9  28,7C 
 
        FLD nie je pri normálnych potenciáloch elektrochemicky oxidovateľný, ale obsahuje 
elektrochemicky redukovateľnú nitroskupinu. 
 
1.2.2 Biologické vlastnosti 
 
        Flutamid je látka, ktorá sa komerčne používa na liečenie karcinómu prostaty. Je 
obsiahnutý v tabletách na orálne použitie. Spôsobom akým v tele účinkuje patrí medzi 
nesteroidné antiandrogény. Sú to látky, ktoré inhibujú biologický efekt androgénu 
kompetitívnym naviazaním na jej receptor. FLD účinkuje priamo v cieľovom tkanive 
prostaty. Kompetitívne inhibuje naviazanie testosterónu a dihydrotestosterónu (DHT). Tým 
zabraňuje stimulovanému rastu prostaty [3].  
Má bohužiaľ aj vedľajšie účinky. Používa sa aj dlhodobo. Pri poruchách pečene ju 
môže poškodiť. Polčas metabolického rozkladu FLD je 6 hodín. Je metabolizovaný na 
2-hydorxiflutamid, čo je hlavný metabolt v plazme. Ten sa ďalšími reakciami metabolizuje na 
2-amino-5-nitro-4-(trifluorometyl)fenol, ktorý sa z tela vylučuje močom [4,5]. 
 
1.3 Voltametria 
 
Pri voltametrických analýzach sa sleduje závislosť veľkosti prúdu prechádzajúceho 
pracovnou elektródou na potenciále tejto elektródy, ktorý sa z časom mení. V prípade, že je 
v roztoku látka, ktorá je pri danom potenciále redukovateľná/oxidovateľná začne dochádzať 
k depolarizácii pracovnej elektródy a preteká ňou prúd. Veľkosť tohto prúdu je úmerná 
koncentrácii depolarizátora (analytu). Výsledkom takýchto meraní je polarizačná krivka [6]. 
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   Voltametrické merania môžu prebiehať buď pri dvojelektródovom alebo trojelektró-
dovom zapojení. Pri dvojelektródovom zapojení je jedna z elektród (pracovná) polarizovaná 
a druhá (referenčná) nepolarizovaná. Potenciál nepolarizovanej elektródy je konštantný. 
Nevýhodou tohto zapojenia je fakt, že skutočný potenciál pracovnej elektródy je nemerateľný, 
pretože časť napätia sa pri prechode prúdu elektródami stratí. V praxi sa preto používa  
trojelektródové zapojenie, ktoré funguje rovnako, no používa tretiu (pomocnú) elektródu, cez 
ktorú je vedený prechádzajúci prúd. Referenčná elektróda preto nie je zaťažená a potenciál 
pracovnej elektródy nie je ovplyvňovaný prúdom. Konštantne sa zvyšujúci potenciál na 
pracovnej elektróde zabezpečuje potenciostat [6]. 
 
1.4 Tlačené elektródy 
 
  V deväťdesiatych rokoch minulého storočia sa technológia tlačených „screen-printing“ 
elektród vyvinula spolu s rozvíjajúcim sa mikroelektronickým priemyslom. Tieto technológie 
poskytovali obrovské množstvá lacných a spoľahlivých jednopoužiteľných senzorov. 
Potenciál takýchto senzorov a ich praktického využitia dokazuje napríklad osobný glukózový 
biosenzor, ktorý je veľmi dôležitým a rozšíreným nástrojom pre diabetikov. Aj preto sú tieto 
technológie cieľom obrovského záujmu [7]. 
   Tlačené elektródy sú zariadenia, ktoré vznikajú tlačením rôznych typov „atramentu“ 
na plastickú alebo keramickú podložku. Tento „atrament“ pozostáva z rovnakých látok ako 
klasické elektródy (napr. striebro, uhlíkové pasty, atď.) no je možné ho pripraviť podľa 
požiadaviek, ktoré sú na danú elektródu kladené [8-10]. Aj preto jednou z veľkých výhod, 
ktoré tlačové elektródy majú, je veľké množstvo spôsobov, akým sa dajú modifikovať. 
Jedným z ďalších spôsobov modifikácie už hotových komerčných elektród je úprava povrchu 
napr. filmom kovu, polyméru či enzýmu [11]. 
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2. Experimentálna časť 
 
2.1 Reagencie 
 
      Zásobný roztok o koncentrácii 1·10-3 mol·dm-3 bol pripravený rozpustením 0,0276 g 
flutamidu v 100 ml metanolu (99,8%, Lach-Ner, Neratovice, ČR) a uskladnený v 100 ml 
odmernej banke obalenej alobalom tak, aby bol uchovaný v tme. Roztok bol umiestnený do 
chladničky. 
      Ďalšie použité chemikálie: hydroxid sodný, kyselina boritá, kyselina fosforečná 
(85%), kyselina octová (99,8%), všetky p.a. čistoty (Lachema, Brno, ČR). 
      Brittonovy–Robinsonovy (BR) pufre s príslušnými hodnotami pH boli pripravené 
zmiešaním 0,2 mol·dm-3 roztoku hydroxidu sodného s roztokom obsahujúcim kyselinu 
fosforečnú, kyselinu boritú a kyselinu octovú, každú o koncentrácii 0,04 mol·dm-3. Presné 
zloženie je zaznamenané v tabuľke 2.  
 
Tab. 2 Zloženie zásaditej (A) a kyslej zložky (B) BR tlmivého roztoku 
 
Zložka A (na liter) Zložka B (na liter) 
2,744 g H3BO3 
2,70 ml H3PO4 85%,   = 1,71 g cm-3 8 g NaOH 
2,27 ml CH3COOH 99,8%,   = 1,05 g cm-3 
 
 
2.2 Aparatúra 
 
        Pri všetkých meraniach bola aparatúra riadená osobným počítačom s operačným 
systémom Windows XP (Microsoft Corporation, USA). Bol použitý program GPES (General 
purpose electrochemical system), verzia 4.9 (EcoChemie, Holandsko). 
        Spektrometrické merania boli uskutočnené na Hewlett-Packard 8453 Diode-Array 
Spectrophotometer (Hewlett-Packard, USA) v kremenných kyvetách. 
        Hodnota pH BR pufrov bola meraná pH metrom Jenway 4330 (Jenway, Veľká 
Británia) s kombinovanou sklenenou elektródou. 
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        Miešanie roztoku bolo zabezpečené magnetickým, 1 cm veľkým miešadlom pri 
rýchlosti 800 otáčok/min. 
 
2.3 Použitá SPCE elektróda 
 
        Pre merania boli použité komerčné tlačené elektródy DROPSENS DRP-154 (obr. 2; 
DropSens, Španielsko) [12]. Rozmery: 3,4 x 1 x 0,05 cm (výška, dĺžka, šírka). Kontakty na 
elektróde sú vyrobené zo striebra. Pracovná elektróda je uhlíková, pomocná elektróda 
platinová a referenčná elektróda je vyrobená z Ag/AgCl. Základná doska je z keramického 
materiálu. 
 
 
Obr. 2 Nákres použitých komerčne dodávaných tlačených elektród (1- pomocná elektróda, 
2 – pracovná elektróda, 3 – referenčná elektróda). 
 
 
2.4 Pracovné postupy 
 
2.4.1 Príprava roztokov flutamidu pre koncentračné závislosti 
 
        Pri všetkých koncentračných meraniach, pokiaľ nie je povedané inak, sa merania 
uskutočnili v roztokoch FLD o daných koncentráciích v prostredí BR pufr – metanol (9:1) a 
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postupovalo sa nasledovne: Do piatich 10 ml odmerných baniek bolo automatickou pipetou 
prenesené množstvo 1,0; 0,8; 0,6; 0,4 a 0,2 ml zásobného roztoku FLD (c = 10-3 mol·dm-3) 
v metanole, ďalej 0; 0,2; 0,4; 0,6 a 0,8 ml čistého metanolu tak, aby bol v každej banke 1 ml 
metanolickej fáze. Následne bol roztok doplnený BR pufrom o danom pH po rysku. Roztoky 
s koncentráciou o jeden či viac rádov nižšou, boli pripravované riedením zásobného roztoku 
metanolom do koncentrácie o rád nižšej a následne sa opakoval daný postup. Pre každý 
koncentračný rád bola použitá nová elektróda. 
 
2.4.2 Odstránenie rozpusteného kyslíku a miešanie 
 
          Doba miešania sa výrazne podieľa na konečnej podobe polarizačnej krivky a výške 
píku. Bolo potrebné presne dodržovať dobu a intenzitu miešania pred a medzi každým 
meraním. Každý roztok bol najprv za stáleho miešania zbavený rozpusteného kyslíka 
prebublávaním dusíkom po dobu 5 minút. Vzhľadom na malé rozmery elektródy, bolo veľmi 
dôležité izolovať všetky kontakty parafilmom. To preto, aby sa do nich počas prebublávania 
nedostal roztok. Po ukončení prebublávania, bol pred prvým meraním roztok miešaný presne 
stanovenú dobu. Tieto intervaly boli dodržiavané medzi každým ďalším meraním. K miešaniu 
bolo použité 1 cm dlhé magnetické miešadlo pri 800 otáčkach/min.  
 
2.4.3 Voltametrické stanovenie liečiva v tablete flutamidu 
        
        Pri stanovovaní obsahu FLD v tablete APO-Flutamide bol postup nasledovný: Tableta 
bola rozotrená v trecej miske a bolo odvážené množstvo 50 mg, ktoré bolo kvantitativne 
prevedené do 50 ml odmernej banky a rozpustené v 50 ml metanolu. Následne bolo odobrané 
5 ml a zriedené ďalšími 5 ml metanolu. Z tohto roztoku bol odobraný 1 ml a zriedené 9 ml 
BR pufru o pH 7,0. Tento roztok bol použitý na následné stanovenie DPV aj DCV metódou 
na SCPE, ktorá bola opakovaná 4x. Medzi meraniami sa miešal roztok po dobu 120 s pri 
rýchlosti 800 otáčok/min. Z výsledkov hodnôt prúdu píkov a kalibračných závislostí bol 
vypočítaný obsah liečiva v tablete flutamidu, ktorý bol porovnaný s obsahom deklarovaným 
výrobcom. 
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2.4.4 Spektrofotometrické stanovenie liečiva v tablete flutamidu 
 
 Pre zostrojenie kalibračnej krivky boli vzorky pripravené nasledujúcim spôsobom: Do 
piatich 10 ml odmerných bánk bolo automatickou pipetou prenesene 0,2; 0,4; 0,6; 0,8 a 1,0 ml 
zásobného roztoku FLD o koncentrácii 1·10-3 mol·dm-3. Následne boli banky doplnené 
metanolom po rysku. Tieto roztoky boli použíté pre zostrojenie kalibračnej krivky. Pri 
samotnom spektrofotometrickom stanovení bol použitý rovnaký zásobný roztok, ktorý bol 
pripravený pre voltametrické stanovenie. Ten však nebol riedený BR pufrom, ale metanolom. 
 
2.4.5 Spracovanie výsledkov 
 
        Všetky grafy boli spracovávané v programe Origin Pro 8.1 (OriginLab Corporation, 
USA). Spôsob vyhodnocovania pri všetkých meraniach bol rovnaký a je zobrazený na obr. 3 
a 4. Výšky píkov boli vyhodnocované automaticky v programe GPES 4.9. 
Medza stanoviteľnosti (LQ) bola vypočítaná ako desaťnásobok smerovej odchýlky 
desiatich meraní sledovanej látky o koncentrácii odpovedajúcej najnižšiemu bodu príslušnej 
kalibračnej priamky [13]. 
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Obr. 3. Spôsob vyhodnocovania voltamogramov pri DCV na SPCE. Záznam z meraní 
kalibračných kriviek roztoku FLD o koncentrácii c = 4·10-4 mol·dm-3, v prostredí BR pufer 
o pH 7,0 – metanol (9:1) (1 – výška píku, 2 – základná línia). 
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Obr. 4. Spôsob vyhodnocovania voltamogramov pri DPV na SPCE. Záznam z meraní 
kalibračných kriviek roztoku FLD o koncentrácii (c = 8·10-4 mol·dm-3) v prostredí BR pufer 
o pH 7,0 – metanol (9:1) (1 – výška píku, 2 – základná línia). 
 
 
2.5 Stálosť zásobného roztoku 
 
        Stálosť zásobného roztoku FLD o koncentrácii 10-3 mol·dm-3 v metanole bola 
sledovaná spektrometricky v kremíkových kyvetách o šírke 1 mm. Ako blank bola použitá 
kyveta s metanolom. Bolo premerané spektrum (obr. 5) a zaznamenaná výška píkov čerstvo 
pripraveného roztoku. Po niekoľkých dňoch bolo spektrum zaznamenané znova a výška píkov 
bola porovnávaná. Výsledky sú zaznamenané v tabuľke 3. 
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Obr. 5. Spektrum čerstvo pripraveného zásobného roztoku FLD (c = 10-3 mol·dm-3) 
v metanole merané v kremennej kyvete o hrúbke 1,0 mm.  
 
Tab. 3. Hodnoty absorbancií pre vybrané vlnové dĺžky v závislosti na dobe uplynutej od 
pripravenia zásobného roztoku FLD v metanole. 
 
Stálosť pre pík v oblasti vlnovej dĺžky   = 227 nm 
Dni 0 3 6 13 21 42 
Absorbancia 1,063 1,061 1,020 1,035 1,058 1,062 
% 100,0 99,9 96,0 98,3 99,5 100,0 
 
Stálosť pre pík v oblasti vlnovej dĺžky  = 294 nm 
Dni 0 3 6 13 21 42 
Absorbancia 0,736 0,751 0,726 0,769 0,754 0,732 
% 100,0 102,0 98,6 104,4 102,3 99,4 
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3. Voltametrické stanovenie flutamidu na SPCE elektróde 
 
3.1 DC voltamteria flutamidu 
 
Pri DC voltametrii potenciál vkladaný na pracovnú elektródu spojite rastie. Sleduje sa 
závislosť veľkosti prúdu prechádzajúceho pracovnou elektródou na potenciále, ktorý je na 
tejto elektróde. Výsledkom tejto závislosti je polarizačná krivka. Poloha píku na krivke je 
údajom kvalitatívnym. Výška píku zodpovedá koncentrácii depolarizátora v okolí (na 
povrchu) elektródy [14]. 
 
3.1.1 pH závislosť 
 
  Závislosť výšky píku FLD na pH prostredia (BR pufer – metanol (9:1)), v ktorom bolo 
meranie uskutočnené, bola pre DC voltametrickú metódu overená v roztokoch FLD 
o koncentrácii 1·10-4 mol·dm-3 a je zaznamenaná na obr. 6. Každé meranie bolo uskutočnené 
3x. Medzi meraniami sa roztok miešal presne stanovenú dobu a to 180 s, pri rýchlosti 800 
otáčok/min. 
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Obr. 6. Vplyv pH na výšku píku DC voltamogramu roztokov FLD o koncentrácii c = 10-4 
mol·dm-3 v prostredí BR pufer – metanol (9:1) pre pH 2,0 (1), pH 4,0 (2), pH 6,0 (3), pH 7,0 
(4), pH 8,0 (5) a pH 10,0 (6). 
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3.1.2 Vplyv doby miešania 
 
       Závislosť výšky píkov DCV polarizačných kriviek na dobe miešania bola sledovaná 
v roztoku FLD o koncentrácii 1·10-4 mol·dm-3, 1·10-5 mol·dm-3 a 1·10-6 mol·dm-3 v prostredí 
BR pufer o pH 7,0 – metanol (9:1) a je zaznamenaná na obr. 7., 8. a 9. Medzi meraniami 
roztokom miešané o rýchlosti 800 otáčok/min. Každé meranie bolo opakované 3x. Do grafu 
sa brala priemerná hodnota. 
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Obr. 7. Závislosť výšky DCV píku FLD od doby miešania roztoku FLD (c = 10-4 mol·dm-3) 
medzi meraniami, merané na SPCE v prostredí BR pufer o pH 7,0 – metanol (9:1). 
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Obr. 8. Závislosť výšky DCV píku FLD od doby miešania roztoku FLD (c = 10-5 mol·dm-3) 
medzi meraniami, merané na SPCE v prostredí BR pufer o pH 7,0 – metanol (9:1). 
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Obr. 9. Závislosť výšky DCV píku FLD od doby miešania roztoku FLD (c = 10-6 mol·dm-3) 
medzi meraniami, merané na SPCE v prostredí BR pufer o pH 7,0 – metanol (9:1). 
 
         Z obrázkov je zrejmé, že čím dlhšie bol medzi meraniami roztokom premiešavaný, 
tým väčší bol prúd píku. Pre merania koncentračných závislostí sme preto zvolili primeranú 
dobu miešania a to 2 minúty. 
 
 
3.1.3 Koncentračná závislosť 
 
Koncentračné závislosti boli pre DC voltametriu premeriavané v rozsahu 2·10-7 až 
1·10-4 mol·dm-3 v optimálnom prostredí BR pufer o pH 7,0 – metanol (9:1) (obr. 10. až 15.). 
Pre každú koncentráciu sa uskutočnili tri merania medzi ktorými sa roztok miešal presne 
120 s. Do grafu bola použitá priemerná hodnota. Parametre kalibračných priamok pre 
stanovenie FLD v prostredí BR pufor o pH 7,0 – metanol (9:1) sú uvedené v tabuľke 4. 
   19
-0,65 -0,70 -0,75 -0,80 -0,85 -0,90
0
-10
-20
-30
-40
-50
-60
 
 
I [A]
E [V]
1
2
3
4
5
 
Obr. 10. DC voltamogramy roztokov FLD o koncentráciách 1·10-4 mol·dm-3 (1), 8·10-5 
mol·dm-3 (2), 6·10-5 mol·dm-3 (3), 4·10-5 mol·dm-3 (4) a 2·10-5 mol·dm-3 (5); merané na SPCE 
v prostredí BR pufer o pH 7,0 – metanol (9:1). 
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Obr. 11. Závislosť výšky píku DC voltamogramu roztoku FLD na jeho koncentrácii v 
rozsahu 2·10-5 až 1·10-4 mol·dm-3; merané na SPCE v prostredí BR pufer o pH 7,0 – metanol 
(9:1).   
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Obr. 12. DC voltamogramy roztokov FLD o koncentráciách 1·10-5 mol·dm-3 (1), 8·10-6  
mol·dm-3 (2), 6·10-6 mol·dm-3 (3), 4·10-6 mol·dm-3 (4) a 2·10-6 mol·dm-3 (5); merané na SPCE 
v prostredí BR pufer o pH 7,0 – metanol (9:1). 
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Obr. 13. Závislosť výšky píku DC voltamogramu roztoku FLD na jeho koncentrácii 
v rozsahu 2·10-6 až 1·10-5 mol·dm-3; merané na SPCE v prostredí BR pufer o pH 7,0 – metanol 
(9:1). 
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Obr. 14. DC voltamogramy roztokov FLD o koncentráciách 1·10-6 mol·dm-3 (1), 8·10-7 
mol·dm-3 (2), 6·10-7 mol·dm-3 (3), 4·10-7 mol·dm-3 (4) a 2·10-7 mol·dm-3 (5); merané na SPCE 
v prostredí BR pufer o pH 7,0 – metanol (9:1). 
0 2 4 6 8 10
0,0
0,1
0,2
0,3
0,4
0,5
0,6
0,7
0,8
0,9
1,0
1,1
 
 
 
 
c [107 mol.dm-3]
Im [A]
     
Obr. 15. Závislosť výšky píku DC voltamogramu roztoku FLD na jeho koncentrácii 
v rozsahu 2·10-7 až 1·10-6 mol·dm-3; merané na SPCE v prostredí BR pufer o pH 7,0 – metanol 
(9:1). 
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Tab. 4 Parametre kalibračných priamok pre stanovenie FLD metódou DCV na SPCE v 
prostredí BR pufer o pH 7,0 – metanol (9:1). 
c/mol.dm-3 Smernica/ 
A.mol-1.dm3 
Úsek/ 
µA 
Korelačný 
koeficient 
LQ / 
mol.dm-3 
(2 –10)10-5 0,37 2,6 0,999  
(2 – 10).10-6 0,34 0,21 0,977  
(2 – 10).10-7 0,70 0,16 0,986 610-7 
 
 Je zrejmé, že čím je koncentrácia stanovovaného FLD nižšia, tým je nepresnosť 
merania väčšia. Napriek tomu, že píky DC voltamogramov boli vyhodnotiteľné aj pre 
koncentrácie 2·10-7 až 1·10-6 mol·dm-3 (obr. 15.), nezodpovedali presným koncentráciám FLD 
v roztoku.   
 
3.2 Diferenčná pulzná voltametria flutamidu 
 
        Pri DPV metóde sa napätie vkladané na pracovnú elektródu nemení spojite, ale 
v pulzoch. Tieto pulzy majú potenciálové rozpätie 1 - 100 mV. Doba trvania takéhoto pulzu 
sa pohybuje rádovo v desiatkach milisekúnd. Dôležitý je pri tejto metóde rozdiel prúdu 
prechádzajúceho pracovnou elektródou pred a po pulze [15].    
 
3.2.1 pH závislosť 
 
        Závislosť výšky píku voltamogramov na pH prostredia (BR pufer – metanol (9:1)), 
v ktorom bolo meranie uskutočnené, bola DP voltametrickou metódou overená v roztokoch 
FLD o koncentrácii 1·10-4 mol·dm-3 a je zaznamenaná na obr. 16. Každé meranie bolo 
opakované 3x. Medzi meraniami sa roztok miešal presne stanovenú dobu a to 180 s, pri 
rýchlosti 800 otáčok/min. 
   23
-0,5 -0,6 -0,7 -0,8 -0,9 -1,0
-30
-40
-50
-60
 
 
I [A]
E [V]
1
2
3
4 5
 
Obr. 16. Vplyv pH na výšku píku DP voltamogramu roztokov FLD o koncentrácii c = 10-4 
mol·dm-3 v prostredí BR pufer – metanol (9:1) pre pH 3,0 (1), pH 5,0 (2), pH 7,0 (3), pH 9,0 
(4) a pH 11,0 (5). 
 
3.2.2 Vplyv doby miešania 
 
        Aj pri diferenčnej pulznej voltametrii bolo zisťované, aký vplyv má doba miešania na 
výšku píku polarizačnej krivky. Závislosť je na obr. 17. Medzi meraniami roztokom miešané 
o rýchlosti 800 otáčok/min. Každé meranie bolo robené 3x v prostredí BR pufer o pH 7,0 – 
metanol (9:1). Do grafu sa brala priemerná hodnota. 
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Obr. 17. Závislosť výšky píku DPV polarizačnej krivky, na dobe miešania roztoku FLD       
(c = 10-4 mol·dm-3) medzi meraniami; merané na SPCE v prostredí BR pufer o pH 7,0 – 
metanol (9:1). 
 
Aj pri tejto metóde sme zistili, že doba miešania ovplyvňuje výsledok merania a preto 
sme roztok pri meraní koncentračných závislostí medzi meraniami miešali vždy 2 minúty. 
 
 
 
3.2.3 Koncentračná závislosť 
 
        Koncentračné závislosti boli pre DP voltametriu premeriavané v rozsahu 2·10-6 až 
1·10-4 mol·dm-3 v optimálnom prostredí BR pufer pH 7,0 – metanol (9:1). Pre každú 
koncentráciu sa uskutočnili tri merania, medzi ktorými sa roztok miešal presne 120 s. Do 
grafu bola použitá priemerná hodnota. Parametre kalibračných priamok pre stanovenie FLD v 
prostredí BR pufor o pH 7,0 – metanol (9:1) sú uvedené v tabuľke 5. 
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Obr. 18. DP voltamogramy roztokov FLD o rôznych koncentráciách 1·10-4 mol·dm-3 (1), 
8·10-5 mol·dm-3 (2), 6·10-5 mol·dm-3 (3), 4·10-5 mol·dm-3 (4), 2·10-5 mol·dm-3 (5); merané na 
SPCE v prostredí BR pufer o pH 7,0 – metanol (9:1). 
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Obr. 19. Závislosť výšky píku DP voltamogramu roztoku FLD na jeho koncentrácii v rozsahu  
2·10-5 až 1·10-4 mol·dm-3; merané na SPCE v prostredí BR pufer o pH 7,0 – metanol (9:1). 
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Obr. 20. DP voltamogramy roztokov FLD o koncentrácii 1·10-5 mol·dm-3 (1), 8·10-6 mol·dm-3 
(2), 6·10-6 mol·dm-3 (3), 4·10-6 mol·dm-3 (4) a 2·10-6 mol·dm-3 (5); merané na SPCE 
v prostredí BR pufer o pH 7,0 – metanol (9:1). 
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Obr. 21. Závislosť výšky píku DP voltamogramu roztoku FLD na jeho koncentrácii v rozsahu 
2·10-6 až 1·10-5  mol·dm-3; merané na SPCE v prostredí BR pufer o pH 7,0 – metanol (9:1). 
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 Tab. 5 Parametre kalibračných priamok pre stanovenie FLD metódou DPV na SPCE v 
prostredí BR pufer o pH 7,0 – metanol (9:1). 
c/mol.dm-3 Smernica/ 
A.mol-1.dm3 
Úsek/ 
µA 
Korelačný 
koeficient 
LQ / 
mol.dm-3 
(2 –10)10-5 0,44 10 0,994  
(2 – 10).10-6 1,28 -2,1 0,984 810-7 
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4. Stanovenie liečiva v tablete APO-Flutamide 
 
4.1 Spektrofotometrické stanovenie liečiva v tablete 
 
 Spektrofotometrické stanovenie obsahu FLD v tablete APO-Flutamide prebiehalo 
podľa postupu popísaného v kapitole 2.4.4. Kalibračná krivka bola zostrojená pre vlnovú 
dĺžku λ = 227 nm, v koncentračnom rozsahu 2·10-5 až 1·10-4 a je zobrazená na obr. 22. Údaje 
o obsahu FLD v tablete podľa výrobcu, z ktorých bola chyba merania vypočítaná, sú 
v tabuľke 6. Výsledky stanovenia sú v tabuľke 7. 
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Obr. 22. Kalibračná priamka spektrofotometrického stanovenia koncentrácie FLD v metanole 
pri koncentráciách 2·10-5 až 1·10-4 mol·dm-3. Merané v kremennej kyvete o hrúbke 1,0 cm. 
 
Tab. 6. Hmotnosť tablety a obsah flutamidu v jednej tablete podľa výrobcu. 
Hmotnosť tablety/g  0,6784  0,0049 (0,62 %) 
Obsah FLD v tablete/mg 250  13 
Obsah FLD v tablete/% 36,85 
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 Tab. 7. Výsledky spektrofotometrického stanovenia FLD v tablete APO-Flutamide pre 
λ = 294 nm. mstan – vypočítaná hmotnosť FLD v tablete 
 
absorbanciaa c [105 mol·dm-3] mstan [mg] chyba [%] 
0,5369 7,09 265,1 6,3 
                       a – aritmetický priemer troch meraní absorbancie 
 
 
4.2 Voltametrické stanovenie liečiva v tablete 
 
4.2.1 Voltametrické stanovenie bez predkalibrácie 
 
Vyvinutá metóda bola použitá pri stanovovaní obsahu liečiva v tablete APO-
Flutamide. Príprava roztoku k stanoveniu prebiehala podľa postupu popísaného v kapitole 
2.4.3. Toto stanovovanie bolo uskutočnené na novej elektróde. Výsledky merania sú zhrnuté 
v Tab. 8. Porovnanie DCV a DPV metódy je v tabuľke 9. 
 
Tab. 8. Namerané hodnoty Im v roztoku FLD v prostredí BR pufer o pH 7,0 – metanol (9:1). 
cstan – koncentrácia vypočítaná podľa kalibračných kriviek 11. a 19., cvýr – koncentrácia 
vypočítaná z údajov deklarovaných výrobcom. 
 
Metóda Im [µA] cstan [105 mol·dm-3] cvýr [105 mol·dm-3] 
34.4 8,66 
29,4 7,27 
33,6 8,49 
DCV 
27,2 6,65 
 
 
6,67 
priemerDCV 31,2 7,77  
26,6 3,79 
30,6 4,63 
30,8 4,68 
DPV 
27,3 3,86 
 
 
6,67 
priemerDPV 28,8 4,17  
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 Tab. 9. Porovnanie výsledkov stanovenia FLD v tablete liečiva APO-Flutamide za použitia 
DCV a DPV metódy v prostredí BR pufer o pH 7,0 – metanol (9:1).  
 
Technika muved/mg mstan/mg chyba/% 
DCV 291  54 16,4 
DPV 
250  13 
156  33 37,6 
 
4.2.2 Voltametrické stanovenie s predkalibráciou 
 
 Vzhľadom na veľkú nepresnosť voltametrického stanovenia FLD v tablete bez novej 
predkalibrácie na používanej elektróde, bolo meranie zopakované pre obe metódy. Tento raz 
bola pred každým stanovením metóda samostatne kalibrovaná. Príprava roztoku k stanoveniu 
prebiehala podľa postupu popísaného v kapitole 2.4.3. Príprava roztokov ku kalibrácii 
prebiehala podľa postupu v kapitole 2.4.1. Medzi meraniami boli roztoky miešané 30 s. Do 
kalibračného grafu boli brané priemerné hodnoty z troch meraní. Nameraná kalibračná DCV 
priamka je na obr. 23., DPV priamka je na obr. 24. Stanovenie bolo pre každú metódu robené 
4x. Výsledky sú zhrnuté v tabuľke 10. Porovnanie stanovenia bez a s predkalibráciou pre obe 
metódy je v tabuľke 11 a 12. 
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Obr. 23. Kalibračná priamka DC voltamogramu roztoku FLD pri koncentráciách 2·10-5 až 
1·10-4 mol·dm-3; merané na SPCE v prostredí BR pufer o pH 7,0 – metanol (9:1), medzi 
meraniami miešanie 30 s. 
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0
0
5
10
15
20
25
Im [A]
 
 
c [104 mol.dm-3]
  
Obr. 24. Kalibračná priamka DP voltamogramu roztoku FLD pri koncentráciách 2·10-5 až 
1·10-4 mol·dm-3; merané na SPCE v prostredí BR pufer o pH 7,0 – metanol (9:1), medzi 
meraniami miešanie 30 s. 
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 Tab. 10. Namerané hodnoty Im v roztoku FLD v prostredí BR pufer o pH 7,0 – metanol (9:1). 
ckal – koncentrácia vypočítaná podľa kalibračných priamok z obr. 23. a 24. 
 
Metóda Im [µA] ckal [105 mol·dm-3] 
22,6 7,66 
23,5 8,07 
22,7 7,79 
DCV 
23,2 7,96 
priemerDCV 23,0 7,90 
14,4 5,20 
14,8 5,39 
16,2 6,82 
DPV 
14,5 5,24 
priemerDPV 14,9 5,43 
 
Tab. 11. Porovnanie výsledkov stanovenia FLD v tablete liečiva APO-Flutamide za použitia 
DCV metódy bez predkalibrácie a s predkalibráciou; merané prostredí BR pufer o pH 7,0 – 
metanol (9:1).  
 
Iná elektróda muved/mg mstan/mg chyba/% 
ÁNO 296  10 18,4 
NIE 
250  13 
291  54 16,4 
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Tab. 12. Porovnanie výsledkov stanovenia FLD v tablete liečiva APO-Flutamide za použitia 
DPV metódy bez predkalibrácie a s predkalibráciou; merané v prostredí BR pufer o pH 7,0 – 
metanol (9:1).  
 
Iná elektróda muved/mg mstan/mg chyba/% 
ÁNO 203  19 18,6 
NIE 
250  13 
156  33 37,6 
 
 Vzhľadom na to, že ani po použití novej elektródy a bezprostrednej predkalibrácie 
nebola presnosť stanovenia oveľa väčšia, sa dá predpokladať, že nepresnosť nebola spôsobená 
nereprezentatívnosťou kalibračných priamiek voči už použitým a novým SPE elektródam. 
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5. Záver a diskusia 
  
 V práci bola spektrofotometricky preštudovaná stálosť FLD v metanole, pričom táto sa 
potvrdila. Bolo preštudované voltametrické chovanie sa flutamidu (FLD) na tlačenej 
uhlíkovej elektróde (SPCE) metódami DC voltametrie (DCV) a diferenčněj pulznej 
voltametrie (DPV) v prostrediach Bittonov–Robinsonov (BR) pufer – metanol (9:1) v rozsahu 
pH BR puferu 3,0 až 11,0. V celom rozsahu pH poskytoval flutamid jeden dobre vyvinutý 
voltametrický pík. Optimálne prostredie pre voltametrické stanovenie flutamidu bolo zvolené 
Brittonov–Robinsonov tlmivý roztok o pH 7,0 – metanol (9:1) pre DCV i DPV na SPCE. 
Koncentračné závislosti mali pre obe dve metódy lineárny charakter pre koncentrácie 1·10-6 - 
1·10-4 mol·dm-3 a boli vyhodnotiteľné, no nie spoľahlivé až do koncentrácií 1·10-7 mol·dm-3; 
dosiahnutá medza stanoviteľnosti bola 6·10-7 mol·dm-3 pre DCV na SPCE a 8·10-7 mol·dm-3 
pre DPV na SPCE. 
 Bolo uskutočnené stanovenie liečiva v tablete APO-Flutamide metódami DCV aj DPV 
na SPCE. To isté stanovenie bolo urobené ešte raz, tentoraz s predkalibráciou novej elektródy. 
Liečivo v tablete bolo stanovené aj spektrofotometricky.  
Z výsledkov meraní závislosti prúdov píkov na dobe miešania, sa dá predpokladať, že 
FLD má tendenciu sa absorbovať na povrch elektród. To výrazne ovplyvňuje veľkosť signálu.  
Aj preto je táto metóda stanovovania nie veľmi praktická napriek tomu, že v minulosti boli 
publikované práce zaoberajúce sa elektrochemickým stanovením flutamidu na iných typoch 
elektród [16-18]. Pre lepšie porozumenie toho, čo sa deje na povrchu elektródy bude potrebný 
ďalší výskum, po ktorom by táto metóda mohla byť úspešná aj v praxi. Z podobných prác, 
ktoré už boli robené vo svete na nemodifikovaných a modifikovaných SPCE sa dá povedať, 
že reprodukovateľnosť meraní spojená so stabilizáciou reakcií na povrchu elektródy sa dá 
výrazne zvýšiť modifikáciou povrchu elektródy [19]. Aj preto by bolo zaujímavé, keby sa 
pokračovanie práce uberalo týmto smerom. 
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